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Resumen  El  objetivo  del  estudio  fue  describir  un  brote  por  Shigella  sonnei  ocurrido  en  julio
de 2012  en  Luján,  Buenos  Aires,  Argentina.  Estuvieron  afectadas  5  personas  que  asistieron  a  una
reunión familiar,  donde  consumieron  una  rosca  vienesa  de  elaboración  artesanal  adquirida  en
un comercio.  Todos  presentaron  ﬁebre,  dolores  articulares,  escalofríos  y  diarrea  no  sanguino-
lenta con  mucus.  Se  realizaron  coprocultivos  en  los  afectados  y  análisis  microbiológicos  de  los
ingredientes.  Se  aisló  y  caracterizó  S.  sonnei  de  todos  los  pacientes  y  de  la  crema  de  almendras
empleada en  la  preparación  de  la  rosca  vienesa.  A  los  aislamientos  se  les  determinó  el  perﬁl
de sensibilidad  a  los  antimicrobianos  y  el  genético  por  electroforesis  en  campo  pulsado.  Los
resultados demostraron  la  relación  genética  de  los  aislamientos,  y  esto  conﬁrmó  la  ocurrencia
de los  casos  por  exposición  a  una  misma  fuente  de  infección,  la  crema  de  almendras.  Al  ser
un ingrediente  industrial,  de  improbable  contaminación  inicial,  la  crema  de  almendras  podría
haber sufrido  una  contaminación  durante  la  manipulación  en  la  panadería.
© 2014  Asociación  Argentina  de  Microbiología.  Publicado  por  Elsevier  España,  S.L.U.  Este
es un  artículo  Open  Access  bajo  la  licencia  CC  BY-NC-ND  (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Abstract  The  aim  of  this  study  was  to  describe  an  outbreak  of  Shigella  sonnei  that  occurred
in the  city  of  Lujan,  Buenos  Aires,  Argentina,  in  July  2012.  Five  individuals  were  affected
after eating  a  handmade  Viennese-style  pastry  at  a  family  gathering.  All  of  them  presented
with fever,  joint  pain,  chills  and  non-bloody  diarrhea  containing  mucus.  Stool  cultures  were
he  samples  taken  from  the  pastry  ingredients  were  analyzed  micro-
solated  and  identiﬁed  in  all  the  patients  involved  as  well  as  in  the
isolates  were  analyzed  for  determining  the  antimicrobial  suscepti-
y  pulsed  ﬁeld  gel  electrophoresis  (PFGE).  The  results  showed  theperformed in  all  cases  and  t
biologically.  S.  sonnei  was  i
almond cream  ﬁlling.  The  
bility and  genetic  proﬁles  b∗ Autor para correspondencia.
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genetic  relationship  among  the  isolates,  conﬁrming  that  the  cases  occurred  due  to  the  patients’
exposure to  the  same  source  of  infection,  i.e.,  the  almond  cream.  Being  the  almond  cream
an industrially-manufactured  ingredient,  an  initial  contamination  could  have  been  unlikely;
however contamination  might  have  occurred  as  a  result  of  manipulation  in  the  bakery.
© 2014  Asociación  Argentina  de  Microbiología.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  This
is an  open  access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license  (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).
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mLas  especies  de  Shigella  son  una  de  las  mayores  causas
de  diarrea  y  disentería  a  nivel  mundial.  También  son  respon-
sables  de  una  signiﬁcativa  morbimortalidad  en  los  países  en
vías  de  desarrollo2,5.
La  Organización  Mundial  de  la  Salud  estimó  que  más
de  5  millones  de  nin˜os  en  países  en  vías  de  desarrollo
mueren  debido  a  enfermedades  diarreicas  y  1,1  millón  de
dichas  muertes  se  deben  a  infecciones  por  Shigella  spp.9,14.
En  la  mayoría  de  los  casos  (69  %),  los  episodios  acontecen  en
nin˜os  menores  de  5  an˜os8.  La  gran  diseminación  de  micro-
organismos  como  Shigella  y  otros  patógenos  entéricos  se
atribuye  a  condiciones  deﬁcientes  de  salubridad  e  higiene
personal.
El  género  está  constituido  por  4  serogrupos:  A  o
S.  dysenteriae, que  incluye  15  serotipos;  B  o  S.  ﬂexneri,  que
incluye  8  serotipos;  C  o  S.  boydii, con  20  serotipos  y  D  o
S.  sonnei, que  contiene  un  único  serotipo  y  que  se  puede
presentar  de  2  formas:  la  forma  i  (lisa)  y  la  forma  ii  (rugosa)4.
Aunque  en  países  del  primer  mundo  la  shigelosis  se
observa  de  manera  esporádica  y  habitualmente  resulta  de  la
transmisión  fecal-oral  de  persona  a  persona,  a  través  de  las
manos  y  asociada  a  la  mala  higiene  personal,  se  han  regis-
trado  brotes  ocasionales  relacionados  con  la  ingestión  de
agua  o  alimentos  contaminados  en  instituciones  cerradas,
como  geriátricos,  psiquiátricos  o  guarderías  infantiles6,10.
En  Latinoamérica,  la  shigelosis  es  responsable  del  8  al
12  %  de  los  episodios  de  diarrea  y  del  50  %  de  los  casos  de
diarrea  disentérica  que  requieren  hospitalización6.  De  esta
patología  endémica  en  Latinoamérica  se  han  descrito  nume-
rosos  brotes  en  esta  parte  del  continente6,7.
El  objetivo  de  este  trabajo  es  describir  un  brote  de  gas-
troenteritis  por  S.  sonnei  ocurrido  en  julio  de  2012  en  la
ciudad  de  Luján,  provincia  de  Buenos  Aires,  Argentina.
Este  brote  tuvo  lugar  tras  una  reunión  familiar  a  la  que
concurrieron  5  personas  (edades  entre  50  y  70  an˜os),
que  consumieron  una  rosca  vienesa  de  fabricación  arte-
sanal  elaborada  en  una  panadería  de  dicha  localidad,
acompan˜ándola  exclusivamente  por  una  infusión  de  té
negro.
Todos  los  afectados  manifestaron  los  siguientes  síntomas:
ﬁebre,  dolores  articulares,  escalofríos  y  diarrea  no  sangui-
nolenta  con  mucus;  en  2 de  los  pacientes  los  síntomas  se
presentaron  al  cabo  de  12  h  de  la  ingesta;  en  el  resto,  a  las
72  h.
Se utilizó  un  hisopo  estéril  de  algodón  para  recoger  el
material  mucoso  de  las  heces  en  el  período  agudo  de  la
enfermedad,  y  las  muestras  se  procesaron  dentro  de  las  2  h
de  haber  sido  tomadas13.
s
q
dFueron  inoculadas  en  placas  de  agar  MacConkey  e  incu-
adas  a  37 ◦C  durante  18  a  24  h,  en  condiciones  aeróbicas.
oda  colonia  sospechosa  de  ser  Shigella  spp.  se  identiﬁcó
ediante  coloración  de  Gram;  prueba  de  oxidasa;  cultivo  en
gar  hierro  3  azúcares  (TSI),  agar  lisina  hierro  (LIA)  y  medio
IM;  y  pruebas  de  rojo  de  metilo,  Voges-Proskauer,  citrato
e  Simmons  y  urea.
Los  bacilos  gram  negativos;  oxidasa  negativos;  TSI-K/A,
IA-K/A  y  sulfuro  de  hidrógeno  negativos;  inmóviles;  rojo
e  metilo  positivos;  Voges-Proskauer  negativos;  citrato  de
immons  negativos  e  hidrólisis  de  urea  negativos  se  some-
ieron  a pruebas  bioquímicas  complementarias:  acetato
e  sodio,  mucato  de  sodio,  medios  con  arginina,  orni-
ina  y  control  y  ensayo  de  -galactosidasa  (ONPG)13. Se
eleccionaron  los  cultivos  acetato,  mucato  y  arginina  deshi-
rolasa  negativos,  ornitina  descarboxilasa  y ONPG  positivos
 negativos.
Simultáneamente  se  estudió  la  presencia  del  microorga-
ismo  causal  en  muestras  de  la  crema  de  almendras  y  la
asta  de  cobertura  (fondant)  utilizadas  como  ingredientes
e  la  rosca  vienesa  artesanal,  que  había  sido  elaborada  en
na  panadería  de  la  ciudad  de  Luján.  Las  muestras  fueron
rovistas  por  los  propietarios  de  dicho  comercio  a  las  72  h
e  haber  ocurrido  el  brote  y  fueron  procesadas  dentro  de
as  2 h.  No  fue  posible  investigar  la  presencia  del  organismo
ausal  en  el  producto  ﬁnal,  por  carecerse  de  muestra.
Se  realizaron  enriquecimientos  de  25  g  de  las  muestras  en
25  ml  de  caldo  Shigella  con  0,5  g/ml  de  novobiocina  y  ais-
amiento  en  agar  MacConkey,  agar  xilosa-lisina-desoxicolato
 agar  Hektoen.  Se  procedió  a  la  identiﬁcación  bioquí-
ica  de  las  colonias  morfológicamente  compatibles  con
higella  spp.3.
Paralelamente  se  efectuaron  aislamientos  por  agota-
iento  a  partir  de  la  dilución  1/10  de  las  muestras
25  g/225  ml  de  agua  peptonada  al  0,1  %)  en  placas  de  Petri
e  15  ×  150  mm  que  contenían  60  ml  de  agar  tripticasa  de
oja  complementado  con  5  g/l  de  extracto  de  levadura.
as  placas  se  incubaron  a  37 ◦C  durante  48  h.  Toda  colonia
esarrollada  tanto  a  las  24  h  como  a  las  48  h  se  repicó  a
edio  SIM.  Este  medio  diferencial  se  incubó  a  37 ◦C  durante
4  h.  Todas  las  colonias  inmóviles  se  reaislaron  en  agar  Mac-
onkey,  y  las  que  fueron  lactosa  negativas  se  identiﬁcaron
ediante  las  pruebas  bioquímicas  ya  mencionadas.
El  perﬁl  de  sensibilidad  a los  antimicrobianos  se  deter-
inó  mediante  el  método  de  difusión  en  agar  con  discos,
egún  las  normas  CLSI,  en  la  totalidad  de  los  aislamientos
ue  por  sus  características  bioquímicas  se  correspon-
ían  con  Shigella  spp.  Los  antibióticos  ensayados  fueron
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cigura  1  Dendrograma  de  relación  genética  correspondiente
orridos con  XbaI.
mpicilina  (10  g),  cloranfenicol  (30  g),  ciproﬂoxa-
ina  (5  g),  furazolidona  (50  g),  cefotaxima  (30  g)  y
rimetoprima-sulfametoxazol  (25  g).
Los  aislamientos  obtenidos  se  remitieron  al  Laborato-
io  Nacional  de  Referencia  de  Enterobacterias  del  Instituto
acional  de  Enfermedades  Infecciosas  INEI-ANLIS  «Dr.  Carlos
.  Malbrán» (Buenos  Aires,  Argentina)  para  su  identiﬁcación
ntigénica  y  el  estudio  de  su  perﬁl  genético  por  electro-
oresis  en  gel  de  campo  pulsado  (PFGE,  pulsed  ﬁeld  gel
lectrophoresis).  Luego  estos  perﬁles  se  compararon  con
os  existentes  en  la  Base  de  Datos  Nacional  (BDN).  Se  uti-
izó  el  protocolo  estandarizado  de  PulseNet  para  S.  sonnei12.
a  BDN  se  creó  utilizando  dicho  protocolo  con  el  uso  de
n  estándar  universal  (Salmonella  enterica  serovar  Braen-
erup)  para  la  normalización  de  geles  en  el  marco  de  la
ed  PulseNet.  Brevemente,  el  ADN  bacteriano  fue  incrustado
n  plugs  de  agarosa  y  digerido  con  la  enzima  de  diges-
ión  primaria  XbaI, los  fragmentos  generados  se  separaron
or  electroforesis  con  pulsos  de  2,54  a  54  s.  La  relación
enética  entre  los  aislamientos  que  mostraron  100  %  de
imilitud  por  PFGE  se  conﬁrmó  con  una  segunda  enzima,
lnI.  Los  resultados  se  analizaron  utilizando  el  programa
ioNumerics  (Applied  Maths)  y  los  dendrogramas  se  constru-
eron  aplicando  el  coeﬁciente  DICE  y  UPGMA  (Unweighted
air  Group  Method  with  Arithmetic  Mean), con  una  tole-
ancia  de  posición  de  banda  de  1,5  %  establecida  por
ulseNet.
Los  7  aislamientos  recuperados  (5  de  enfermos  y  2  de  la
rema  de  almendras)  se  identiﬁcaron  como  S.  sonnei.
Como  ya  se  indicó,  no  fue  posible  investigar  la  presencia
e  esta  enterobacteria  mediante  la  metodología  estanda-
izada  a  partir  del  alimento  consumido,  pero  mediante  el
n
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igura  2  Dendrograma  de  relación  genética  correspondiente  a  los  a
orridos con  BlnI. aislamientos  de  Shigella  sonnei  de  origen  humano  y  alimento
laqueo  en  agar  tripticasa  de  soja-extracto  de  levadura,
e  20  colonias  repicadas  a  medio  SIM,  3  correspondieron  a
.  sonnei.
La totalidad  de  los  aislamientos  presentaron  un  per-
l  de  sensibilidad  a  los  antimicrobianos  idéntico;  todos
esultaron  ser  sensibles  a  los  siguientes  antibióticos:  ampi-
ilina,  cloranfenicol,  ciproﬂoxacina,  furazolidona  y  cefo-
axima.  Asimismo,  mostraron  resistencia  a  trimetoprima-
ulfametoxazol.
Para  establecer  la  relación  genética  entre  los  aislamien-
os  obtenidos  de  los  afectados  y  de  la  crema  de  almendras,
e  realizó  el  estudio  por  PFGE  con  las  enzimas  XbaI  y  BlnI.
En  el  análisis  con  la  enzima  primaria  XbaI  se  observó
n  único  subtipo  genético  predominante:  el  patrón
RJ16XO1.0370,  que  incluyó  todos  los  aislamientos,  es  decir,
anto  los  humanos  como  los  provenientes  del  ingrediente
ontaminado  (ﬁg.  1).
El  análisis  con  la  enzima  secundaria  BlnI  conﬁrmó  los
esultados  obtenidos  con  XbaI, ya  que  también  se  observó
n  único  subtipo  genético  con  dicha  enzima,  al  que  se
enominó  patrón  ARJ16A26.0058  y  que  incluyó  todos  los
islamientos,  esto  es,  tanto  los  recuperados  de  los  pacien-
es  como  los  provenientes  del  ingrediente  contaminado
ﬁg.  2).
Los  patrones  de  PFGE-XbaI de  los  aislamientos  del  brote
studiado  en  la  ciudad  de  Luján  fueron  comparados  con  los
orrespondientes  a aislamientos  de  S.  sonnei  ingresados  en
a  BDN  del  Laboratorio  Nacional  de  Referencia.  Estos  provie-
en  de  casos  esporádicos  y  de  brotes  ocurridos  en  el  país,
on  un  total  de  823  aislamientos  de  S.  sonnei  ingresados  y
69  perﬁles  genéticos  determinados  con  esta  enzima  pri-
aria.  El  subtipo  genético  del  brote  estudiado  no  mostró
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Figura  3  Dendrograma  de  relación  genética  de  aislamientos  de  Shigella  sonnei  recuperados  en  diferentes  provincias  de  Argentina,
n  la  
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t2002-2012. PFGE  con  XbaI.  Aislamientos  de  S.  sonnei  de  Luján  e
relación  genética  con  aislamientos  previamente  identiﬁca-
dos  en  la  BDN,  de  modo  que  corresponde  a  un  nuevo  patrón
ingresado  a  dicha  base  (ﬁg.  3).
Diversas  investigaciones  han  demostrado  que  la  shigelosis
es  única  entre  las  enfermedades  causadas  por  enteropa-
tógenos  bacterianos,  en  el  sentido  de  que  menos  de  200
células  viables  producen  fácilmente  la  enfermedad14.  Esta
baja  dosis  infectiva  de  microorganismos  necesarios  para
c
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cBDR.
roducir  enfermedad  explica  la  frecuencia  de  la  transmisión
ersona  a  persona6,10.
El  modo  de  transmisión  de  Shigella  spp.  es  frecuen-
emente  a  través  de  la  ingestión  de  alimentos  o  agua
15ontaminados,  así  como  el  contacto  persona  a persona .
n  este  caso  particular,  no  fue  posible  la  recuperación  del
atógeno  a  través  de  la  norma  ISO.  Esto  puede  deberse  a  que
uando  se  cultivan  en  los  medios  de  cultivo  convencionales,
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ue  son  disen˜ados  mayormente  para  muestras  clínicas,  un
ran  número  de  células  microbianas  ambientales  perma-
ece  en  un  estado  viable  pero  no  cultivable.  Esto  signiﬁca
ue  aunque  las  células  están  viables,  no  pueden  crecer  ni
ultiplicarse  en  los  medios  de  cultivo  tradicionales,  pero
erán  capaces  de  desarrollarse  cuando  se  introduzcan  en  el
ntestino  humano11.
Tanto  Salmonella  enterica  serovar  Enteritidis  como
higella  spp.,  Vibrio  cholerae  y  Escherichia  coli  enteropató-
ena  pueden  hallarse  en  un  estado  viable  pero  no  cultivable,
ausado  por  factores  ambientales  o  de  procesamiento1.  Por
ste  motivo,  una  gran  proporción  de  células  no  se  recuperará
n  los  medios  de  cultivo  selectivos  habitualmente  utilizados.
ando  condiciones  de  crecimiento  más  favorables  y  utili-
ando  medios  de  cultivo  ricos  o  no  selectivos  se  facilitaría  el
esarrollo  de  una  gran  parte  de  esta  población  viable  pero
o  cultivable.  Este  concepto  fue  corroborado  mediante  el
esultado  de  recuperación  de  S.  sonnei, obtenido  a  través
el  plaqueo  directo  en  agar  tripticasa  de  soja-extracto  de
evadura,  y  aunque  esta  metodología  sería  más  laboriosa,
on  ella  se  llegaría  a  lograr  el  objetivo  buscado.
Además,  una  de  las  diferencias  entre  una  muestra  ali-
enticia  o  ambiental  y  un  espécimen  fecal  de  un  enfermo
e  shigelosis  es  la  carga  inicial  del  agente  causal.  En  las
uestras  de  origen  alimentario  o  ambiental  predominan
os  microorganismos  competitivos  (por  ejemplo,  los  colifor-
es,  Proteus  spp.  y  Pseudomonas  spp.,  entre  otros)  sobre  el
gente  patógeno,  que  es  más  lábil  en  estos  tipos  de  muestras
or  las  condiciones  a  las  que  ha  sido  sometido  el  producto.
n  los  especímenes  clínicos  ocurre  lo  contrario;  por  lo  tanto,
l  realizarse  el  habitual  aislamiento  por  agotamiento  en  los
edios  selectivos  y  diferenciales  en  estos  tipos  de  mues-
ra  seguramente  se  aislará  Shigella  spp.  En  cambio,  en  las
uestras  alimentarias,  al  ser  Shigella  spp.  la  que  se  encuen-
ra  en  menor  número  y  más  injuriada,  resulta  más  difícil
ecuperarla  por  los  métodos  estandarizados.
Cabe  destacar  que  en  este  estudio,  al  no  contar  con  el
limento  sospechado  (por  haber  sido  consumido  en  su  tota-
idad),  se  buscó  la  presencia  de  esta  enterobacteria  en  los
roductos  utilizados  para  su  elaboración,  que  fueron  provis-
os  por  el  establecimiento  elaborador.
Los  aislamientos  obtenidos  tanto  de  enfermos  como  de  la
rema  de  almendras  correspondieron  a  S.  sonnei. Además,
a  totalidad  presentó  idénticos  perﬁles  genéticos  y  de  sen-
ibilidad  a  los  antimicrobianos,  lo  que  pone  en  evidencia  a
a  crema  de  almendras  como  la  fuente  de  infección  por  el
icroorganismo.
Los  resultados  obtenidos  en  el  estudio  por  PFGE  demos-
raron  la  relación  genética  de  los  aislamientos  de  S.  sonnei
de  origen  humano  y  del  proveniente  del  alimento  sospe-
hoso)  asociados  al  brote  familiar  en  estudio,  y  conﬁrman
a  ocurrencia  de  los  casos  por  la  exposición  de  los  pacientes
 una  misma  fuente  de  infección  que,  en  este  caso,  fue  la
rema  de  almendras.
El  ingrediente  alimentario  contaminado,  la  crema  de
lmendras,  era  de  elaboración  industrial,  por  lo  que  es
uy  improbable  que  se  hallara  inicialmente  contaminado
on  S.  sonnei, ya  que  estaba  en  un  envase  hermética-
ente  cerrado  y,  debido  a  su  baja  actividad  acuosa,  sería
uy  rara  una  subsistencia  prolongada  de  esta  entero-
acteria,  tan  lábil  a  condiciones  adversas.  De  modo  que
o  más  probable  es  que  la  contaminación  haya  tenidoA.  Della  Gaspera  et  al
ugar  durante  la  manipulación  de  este  ingrediente  en  la
anadería.
Cabe  destacar  la  importancia  de  una  correcta  higiene  de
anos,  así  como  un  tratamiento  térmico  suﬁciente  para  des-
ruir  al  organismo  causal.  Esta  última  premisa  se  sustenta  en
o  referido  por  las  personas  involucradas  en  el  brote,  quie-
es  acotaron  que  se  trataba  de  una  rosca  rellena  con  pasta
e  almendras  y  que  resultaba  evidente  la  falta  de  cocción
el  ingrediente  en  cuestión.
esponsabilidades éticas
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